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摘要 :目的 探讨 哇 巴 因 对 大 鼠 胸 主动 脉 血 管 平滑 肌 细 胞 (vascular smooth muscle cells, VSMCs) N Ca pii. AA 用 组 织 
块 贴 壁 法 进行 大 鼠 胸 主动 脉 VSMCs 原 代 培 养 ,用 免疫 组 织 化 学 方法 进行 细胞 鉴定 ,采用 放射 自 显影 术 检 测 哇 巴 因 对 大 鼠 胸 主动 
脉 VSMCs 的 结合 能 力 ,采用 Fluo 3-AM( 钙 离子 荧光 探 针 ) 法 研究 哇 巴 因 在 短 时 间 内 对 VSMCs 细胞 内 Ca 浓度 的 影响 ,探讨 不 同 


浓度 的 钠 泵 o2 亚 单位 截断 性 片段 的 持 抗 作用 。 结 果 (1) 放 射 


自 显影 术 检 测 结果 显示 , 哇 巴 因 与 VSMCs 间 有 一 定 的 结合 能 力 。 
在 0.1~100 nmolL 浓 度 范围 , 随 着 哇 巴 因 浓度 的 增加 ,VSMCs 与 味 巴 因 的 结合 能 力 增加 ;(2)Fluo 3-AM 检 测 VSMCs 内 Ca 浓度 
结果 显示 :不 同 浓度 的 哇 巴 因 在 短 时 间 内 能 够 引起 VSMCs 内 Ca? 


:浓度 的 变化 。 在 0~3200 nmol/L 浓度 范围 ,细胞 内 Ca 离子 浓 


度 会 随 着 哇 巴 因 浓 度 的 增加 呈现 出 逐渐 升 高 的 趋势 ;(3) 不 同 浓度 的 钠 泵 a2 亚 单位 截断 性 片段 可 以 持 抗 哇 巴 因 引 起 的 VSMCs 内 


Ca 浓度 的 升 高 作用 。 结 论 哇 巴 因 引 起 的 细胞 内 高 钙 是 高 哇 巴 


因 高 血压 发 生 的 细胞 学 基础 , 钠 泵 o2 亚 单位 截断 性 片段 可 以 撞 


抗 哇 巴 因 引 起 的 VSMCs 内 Ca 浓度 的 升 高 作用 ,为 进一步 探讨 哇 巴 因 的 作用 机 制 结 高 血压 的 治疗 提供 了 实验 依据 。 
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Abstract: Objective To explore the effect of ouabain on intracellular Ca^* concentration ([Ca"']i) in thoracic aorta vascular 
smooth muscle cells (VSMCs) in vitro. Methods Primary SD rat thoracic aorta VSMCs were cultured by tissue adherent method 
and identified by immunochemistry. The binding ability between ouabain and VSMCs was detected by autoradiography, and 


fluo 3-AM (a Ca” fluorescent probe) was employed to investigate whether ouabain affected VSMCs within a short period of 
time. The effect of a truncated fragment of the sodium pump a2 subunit was assayed in antagonizing the effect of ouabain on 
[Ca*]i in the VSMCs. Results Within the concentration range of 0.1-100 nmol/L, ouabain was found to dose-dependently bind 
to the VSMCs. Different concentrations of ouabain (0-3200 nmol/L) caused a transient, dose-dependent increase in [Ca"' ]i in 


the VSMCs, which was antagonized by the application of the truncated fragment of sodium pump a2 subunit. Conclusions 
Elevations in [Ca”]i in the VSMCs can be the cytological basis of high ouabain-induced hypertension. The truncated fragment 
of the sodium pump a2 subunit can antagonize ouabain-induced increase of [Ca"']i in the VSMCs, which provides a clue for 


understanding the pathogenesis of and devising a therapeutic strategy for high ouabain-induced hypertension. 
Key words: sodium pump; vascular smooth muscle cells; ouabain; Ca” 


自 1991 年 Hamlyn 等 "从 人 的 血浆 中 提纯 ,并 且 运 
用 质谱 、 高 效 液 相 色 谱 和 生物 免疫 学 等 方法 证 实 这 种 内 
源 性 洋 地 黄 物 质 与 哇 巴 因 在 分 子 结构 .理化 性 质 、 生 物 
学 特征 相 一 致 以 来 ,内 源 性 哇 巴 因 (endogenoue ouabain, 
EO) 的 研究 倍 受 学 者 们 的 关注 。 随 后 , 越 来 越 多 的 研究 
资料 结果 显示 ,EO 在 高 血压 病 的 发 生 , 发 展 中 起 到 重要 
的 作用 ”*。 但 是 ,其 确切 的 作用 机 制 尚未 阐明 。 大 多 数 
的 学 者 认为 ,EO 是 一 种 来 源 于 肾上腺 的 新 的 肯 上 肿 激 


AU, 研究 结果 也 提示 ,血浆 EO 可 能 是 与 细胞 膜 钠 
和 泵 上 的 强 心音 结合 位 点 结合 ,致使 钠 泵 的 转运 活动 受到 
了 抑制 ,进而 使 细胞 内 Na 浓度 出 现 升 高 ,激活 了 钠 钙 交 
换 器 (NCX) 的 转运 ,使 细胞 内 Ca 浓度 出 现 升 高 ,进而 
滑 面 内 质 网 (smooth endoplasmic reticulum, S/ER) 1& 
取 及 储存 更 多 的 Ca ,致使 细胞 内 Ca 信号 增强 ,最 终 引 
起 相应 的 生物 学 效应 光世 。 近 几 年 来 还 有 学 者 提出 ， 
EO 可 以 影响 肾 小 管 重 吸收 功能 ,导致 肾脏 排 钠 障 得 , 进 
而 导致 血压 升 高 *…。 本 课题 组 的 以 往 的 研究 结果 也 提 
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示 EO 可 以 改变 细胞 钠 泵 的 活性 ,并 且 与 血压 升 高 密切 
相关 ”。 因 此 ,本 课题 组 在 原 有 研究 的 基础 上 , 拟 采 用 
体外 细胞 学 实验 方法 ,进一步 探讨 哇 巴 因 对 血管 平滑 肌 
细胞 内 Ca 浓度 的 影响 ,结果 可 能 为 高 血压 的 发 病 机 理 
和 治疗 提供 科学 的 实验 依据 。 
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1 研究 材料 和 方法 
1.1 主要 试剂 和 仪器 

成 年 雄性 SD 大 鼠 1 只 ,6 周 龄 ,体质 量 150 g, 购 于 
西安 交通 大 学 医学 院 实验 动物 中 心 ;'H-ouabain 购 自 美 
Sigma 公 司 ;D-MEM/F-12 培 养 基 \ 胎 牛 血清 (FBS) 购 
自 Hyclone 公 司 ; Fluo3-AM 购 自 北京 泛 博 生物 化 学 有 
限 公司 ;a-SM-actin 单 克隆 抗体 SP 免疫 组 化 染色 试剂 
盒 均 系 福州 迈 新 生物 技术 开发 有 限 公 司 产品 。 倒 置 显 
微 镜 系 上 海 沪 奋 光学 仪器 有 限 公 司 (XSP-19CP) ;倒置 
荧光 显微镜 系 德国 Leica (DMI30008) ;多 功能 酶 标 仪 
系 瑞士 Tecan(Infinite -M200)。 
1.2 大 和 鼠 胸 主动 脉 血管 平滑 肌 细 胞 的 原 代 培 养 、 传 代 培 
养 及 鉴定 

采用 痊 椎 脱 白 法 迅速 处 死 SD 大 鼠 , 暴 露出 胸腔 , 沿 
胸 主动 脉 于 主动 脉 号 处 剪断 血管 。 取 出 血管 后 迅速 转 
移 置 于 盛 有 预 冷 Hanks 液 的 培养 正中 ,充分 洗涤 , 剥 除 
结缔 组 织 和 脂肪 。 然 后 纵向 剖 开 血管 ,去 除 内 皮 , 将 血 
管 前 成 1 mmx1 min 大 小 的 组 织 块 。 将 组 织 块 平均 分 
散 到 12 孔 培养 板 的 3 孔 中 ,再 用 眼科 直 刍 将 组 织 块 完全 
铺展 开 来 ,组 织 块 间距 约 2~3 mm, 盖 上 培养 板 盖 将 培养 
板 翻 扣 过 来 , 放 入 37 % ,5% CO; 细 胞 培养 箱 2~3 h。 前 
4d 绝 对 静 置 ,第 5 天 后 首次 换 液 。 每 3~5 d 换 液 1 次 。 
当 培 养 板 中 的 细胞 长 到 80% 即 可 传代 。 每 也 加 入 0.5 mL/ 
孔 0.25% 胰 蛋白 酶 +0.02% EDTA , 置 于 37 % ,5% CO; 
培养 箱 中 2~4 min, 加 入 1.5 mL Hanks 液 ,然后 将 细胞 
悬 液 转 移 到 离心 管 , 1000 r/minx5 min 离心 ,离心 , 弃 上 
清 液 , 加 入 适量 20% FBS 的 DMEM 培养 基 , 按 照 1:2 
或 1:3 的 标准 传代 培养 。 本 研究 根据 血管 平滑 肌 细 胞 
的 形态 学 特征 ,在 倒置 显微镜 下 观察 细胞 的 生长 规律 和 
形态 。 选 用 特异 性 a- 肌 动 蛋 白 (a-SM-actin) 单 克隆 抗体 
对 细胞 进行 免疫 组 织 化 学 鉴定 ( 按 SP 试剂 盒 说 明 书 )， 
设立 阴性 对 照 。 
1.3 放射 自 显影 术 检 测 哇 巴 因 与 VSMCSs 的 结合 能 力 
1.3.1 饱和 实验 将 生长 状态 良好 的 细胞 ,用 0.25% 胰 酶 
消化 ,离心 , 重 悬 ,计数 ,向 每 个 反应 管 中 加 入 等 量 的 细 
胞 悬 液 ,在 总 结合 管 中 加 入 不 同 浓度 下 - 哇 巴 因 (0.1、1、 
10 nmol/L) ,在 其 对 应 的 非特 异 结 合 管 中 先 加 入 固定 浓 
度 未 标记 哇 巴 因 (0.1 mmol/L) ,然后 再 加 入 不 同 浓度 
?H-HE EB ES , JI A. DMEM 至 200 uL. 187,37 %C,5% 
CO, 培 养 箱 孵育 150 min, MAYKE HI PBS RIRA IE 
反应 ,1500 r/minx5 min 离 心 , 共 3 次 , 弃 上 清 液 , 10% 的 
福 尔 马 林 溶液 固定 细胞 ,3000 r/minx5 min 离 心 , 弃 上 
清 液 ,将 管 底 的 细胞 团 块 转移 到 滤纸 片上 ,60 C 30 min 
烘 干 ,然后 紧 贴 感光 胶片 ,曝光 ,显影 , 定 影 ,冲洗 胶片 。 
1.3.2 竞争 实验 ”将 生长 状态 良好 的 细胞 ,用 0.25% 胰 
酶 消化 ,离心 , 重 基 ,计数 ,向 每 个 反应 管 中 加 入 等 量 的 细胞 


悬 液 ,在 每 管 中 加 入 固定 浓度 王 - 哇 巴 因 (50 nmol/L), 然 后 
分 别 加 入 未 标记 哇 巴 因 ( 终 浓度 为 2.4.6.8、10 umolL) ,加 
人 DMEM 至 200 pL。 余 操作 同 饱 和 实验 。 

1.4 Fluo 3-AM 检 测 VSMCs 9] Ca^? RE 

1.4.1 哇 巴 因 是 VSMCs 内 Caz 浓 度 的 变化 在 96 孔 黑 
色 培 养 板 中 培养 VSMCs 细 胞 ,细胞 生长 至 指数 生长 期 
后 , 弃 上 清 , 加 入 等 体积 的 不 同 浓度 哇 巴 因 ( 哇 巴 因 的 浓 
度 分 别 为 :6.25、12.5、25、50、100、200、400、800、1600、 
3200 nmol/L) ,总 反应 体积 为 200 uL, 18.5] , 37€, 596 
CO-ZRUIELES TAGES ET 60min, A EW, Hanks 液 冲洗 2 
次 ,加 入 30 uL Fluo3-AM 工作 液 ( 空 白 对 照 除外 )， 
37 C,5% COIREA 50 min,Hanks 液 2 次 ,10% 福 
尔 马 林 溶 液 固定 ,infinite M200Pro 多 功能 酶 标 仪 检测 
荧光 强度 ,倒置 荧光 显微镜 观察 。 常 规 设置 空 白 .阴性 
对 照 。 

1.4.2 钠 泵 截断 性 片段 对 哇 巴 因 引 起 的 VSMCs 内 Ca” 浓 
度 的 变化 在 96 孔 黑色 培养 板 中 培养 VSMCs 细 胞 至 指 
数 生长 期 后 , 弃 上 清 , 加 入 含 等 量 的 哇 巴 因 (10 nmoJL) 细 
胞 培养 液 100 4L, 同 时 分 别 加 入 不 同 量 的 钠 泵 a2 亚 
单位 截断 性 片段 溶液 ( 终 浓 度 分 别 为 0.05 mg/mL, 
0.10 mg/mL .0.20 mg/mL ,0.40 mg/mL),37 °C,5% CO; 
HAIA 30 min 后 , 弃 上 清 液 ,加 入 30 pL Fluo3-AM 
工作 液 ,37 % ,5% CORIA 50 min, 弃 上 清 液 ， 
37 C,5% COIRA 50 min,Hanks 液 2 次 ,10% 福 
尔 马 林 深 液 固定 ,加 入 适量 PBS , 重 悬 ,infinite M200Pro 
多 功能 酶 标 仪 检测 荧光 强度 ,倒置 荧光 显微镜 观察 。 常 
规 设置 空白 .阴性 对 照 。 


2 结果 
2.1 大 鼠 胸 主动 脉 血 管 平滑肌 细胞 的 培养 及 鉴定 

在 倒置 显微镜 下 可 见 原 代 平滑 肌 细 胞 呈现 出 不 同 
的 形态 ,有 长 梭 形 .不 规则 和 三 角形 等 ,细胞 浆 较 为 丰 
T ,细胞 核 居中 ,细胞 折光 性 强 , 当 细 胞 致密 生长 时 呈 
“ 峰 一 谷 ” 样 结构 (图 1A、B)。 同 时 ,采用 平滑 肌 细 胞 特 
异性 a- 平 滑 肌 - 肌 动 蛋白 (a-SM-actin) 抗 体 对 VSMCs 进 
行 免疫 组 织 化 学 鉴定 ,结果 显示 :细胞 核 居 中 ,而 胞 浆 内 
有 棕 褐色 阳性 颗粒 (图 1C.D), 即 表达 VSMCs 的 特征 性 
标志 物 a-SM-actin。 
2.2 放射 自 显影 术 检 测 哇 巴 因 对 VSMCS 的 结合 能 力 
2.2.1 饱和 实验 结果 显示 : 当 五 峙 巴 因 浓度 为 0.1 nmol/L, 
在 其 对 应 的 胶片 上 均 未 发 现任 何 显影 ; 当 王 - 哇 巴 
浓度 为 1.0 nmoVL ,不 论 在 总 结合 管 以 及 非特 异 结合 
管 所 对 应 的 胶片 上 均 出 现 了 点 状 灰色 显影 ; 当 江 - 哇 
巴 因 浓度 增高 至 10 nmol/L 时 ,在 总 结合 管 以 及 非特 
异 结 合 管 所 对 应 的 胶片 出 现 了 黑色 团 状 阴影 (图 
2)。 提 示 随 着 汪 - 哇 巴 因 浓度 的 增加 ,VSMCs 结合 的 
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图 1 VSMCs 的 原 代 培养 及 免疫 组 织 化 学 鉴定 a-SM-actin 的 表达 


D, 


Fig.1 VSMCs in primary culture and their identification by immunochemistry. A: Variable morphologies of the primary VSMCs. Most of 
the cells present with an elongate fusiform morphology, but some appear irregular or triangular (Original magnification: x40); B: Cell 
nuclei of the primary VSMCs reside in the center of the cells (Original magnification: x100). C: Negative control (Original magnification: x 


100). D: Positive expression of a-SM-actin. 


图 2 ;HH- 哇 巴 因 和 VSMCs 的 饱和 实验 


Fig.2 Saturation experiments of the binding of ?H-ouabain with VSMCs. A, C, E: Total binding of ?H-ouabain with 
VSMCs. B, D, F: Nonspecific binding of H-ouabain with VSMCs. T: total binding. N: non-specific binding. A: 0.1 
nmol/L ?H-ouabain, B: 0.1 mmol/L ouabain * 0.1 nmol/L ?H-ouabain, C: 1.0 nmol/L ?H-ouabain; D: 0.1 mmol/L 
ouabain +1.0 nmol/L ?H-ouabain; E: 10 nmol/L ?H-ouabain; F: 0.1 mmol/L ouabain-* 10 nmol/L ?H-ouabain. The 
black stains on the film represent ?H-ouabain binding to the cells, which increase with *H-ouabain concentration. 


并 - 哇 巴 因数 量 增加 。 

2.2.2 竞 争 实验 在 50 nmol/L 汪 - 哇 巴 因 存在 下 ,未 标记 哇 
巴 因 浓度 为 2.4.6.8 umol/L 的 实验 管 所 对 应 的 胶片 上 
出 现 点 状 黑色 阴影 ,而 未 标记 哇 巴 因 浓度 为 10 pmol/L 


图 3 ^H-ouabain 5 ouabain 和 VSMCs 间 的 竞争 实验 


的 实验 管 所 对 应 的 胶片 未 出 现 阴影 ,提示 在 王 - 哇 巴 
浓度 一 定 的 情况 下 , 随 着 未 标记 哇 巴 因 浓 度 的 增加 ， 
VSMCs 结 合 的 也- 哇 巴 因数 量 大 致 随 着 未 标记 哇 巴 
浓度 增加 而 减少 (图 3)。 


Fig.3 Competitive experiments of binding of ouabain and "H-ouabain with VSMCs. A: 2 umol/L ouabain+50 nmol/L *H-ouabain, B: 4 
Hmol/L ouabain+50 nmol/L *H-ouabain, C: 6 umol/L ouabain+50 nmol/L ?H-ouabain, D: 8 umol/L ouabain+50 nmol/L *H-ouabain, E: 10 


umol/L ouabain*50 nmol/L *H-ouabain, F: 50 nmol/L *H-ouabain. 
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2.3 Fluo3-AM J&] VSMCs H Ca KÈ 

2.3.1 多 功能 酶 标 仪 检测 VSMCs 内 Ca”' 荧 光 强 度 采 
用 多 功能 酶 标 仪 检测 在 不 同 浓度 的 哇 巴 因 作 用 下 
VSMCs 内 Ca” 实 光 强 度 的 变化 情况 。 实 验 检测 结果 显 
示 : 当 哇 巴 因 浓 度 在 0~3200 nmol/L 范围 内 , 随 着 哇 巴 因 
浓度 的 增加 ,细胞 内 Caz 欧 光 强 度 呈 现 增强 趋势 (图 4)。 


Ca” intensity flourescence 
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图 4 不 同 哇 巴 因 浓 度 对 VSMCs Ca*' 荧 光 强 度 的 影响 
Fig.4 Effect of different ouabain concentrations on Ca 
fluorescence intensity in VSMCs. 


0 500 


5 EEERIRDGSE VSMCs P Ca 3E ERIS 


2.3.2. 倒置 荧光 显微镜 观察 VSMCs 内 Ca” 荧光 细胞 
内 Ca”* 荧 光 强 度 呈 现实 验 组 > 空白 对 照 > 阴 性 对 照 的 
趋势 。 奖 光 强 度 越 大 ,说 明细 胞 内 负载 的 Ca” 奕 光 探 
针 浓 度 越 高 , 即 Ca”* 浓 度 越 高 。 因 此 ,推测 实验 组 细 
胞 内 的 Ca 浓度 较 高 。 该 结果 提示 : 哇 巴 因 能 人 够 使 
VSMCs 内 Ca” 浓度 增 加 (图 5) ,并 且 存 在 一 定 范 围 内 
的 剂量 依赖 性 。 

2.3.3 4 fk a2 亚 单位 截断 性 片段 对 哇 巴 因 引 起 的 
VSMCs 内 Caz# 浓 度 的 变化 结果 显示 :不 同 浓度 的 钠 
F a2. 亚 单位 截断 性 片段 (0.05 mg/mL ,0.10 mg/mL, 
0.20 mg/mL, 0.40 mg/mL) 减弱 了 哇 巴 因 引 起 的 
VSMCs 内 Ca” 浓 度 的 变化 。 提 示 : 钠 泵 2 亚 单位 截断 
性 片段 可 以 改善 或 持 抗 哇 巴 因 对 大 鼠 血 管 平滑 肌 细 胞 
内 的 钙 离 子 的 变化 。 


3 讨论 

近年 来 的 研究 证 实 ,不 论 高 血压 动物 模型 ,还 是 
30~40% 原 发 性 和 继 发 性 高 血压 人 群 血浆 中 的 EO 水 平 
均 呈 现 一 定 程度 的 升 高 *'"。 有 研究 显示 ,正常 大 鼠 在 
正常 饮食 状态 下 ,通过 给 予 皮下 微型 渗透 人 汞 泵 入 哇 巴 
3~4 周 后 ,大 鼠 出 现 血 压 增高 “号 。 除 此 之 外 , 哇 巴 
诱导 的 高 血压 大 鼠 的 血压 能 够 被 哇 巴 因 的 持 抗 剂 
Rostafuroxin(PST-2238), 地 高 辛 抗 体 所 持 抗 **"。 本 课 


Fig.5 Effect of different concentrations of ouabain on Ca" fluorescence intensity in VSMCs observed 
under inverted fluorescence microscope (Original magnification: x200). A: Blank control; B: Negative 
control; C-H: 6.25, 12.5, 25, 100, 400, 1600 nmol/L ouabain, respectively. 


题 组 近年 来 发 现 的 特异 性 哇 巴 因 结 合 肽 “, 在 动物 实验 
中 也 表现 出 一 定 的 降低 血压 的 作用 。 以 上 研究 均 表明 EO 
在 高 血压 的 发 病 机 制 中 扮演 着 一 定 的 角色 。 

有 资料 显示 ,EO 与 细胞 膜 钠 泵 的 结合 是 其 发 生 作 


用 的 关键 性 部 位 ""。 钠 泵 , 即 Na*-K*-ATP 酶 ,维持 
着 大 多 数 细胞 质 低 Na' 高 K' 的 生理 状态 ,而 且 在 肾脏 对 
Na' 的 重 吸 收 过 程 中 也 发 挥 关键 作用 。 本 研究 采用 放射 
自 显影 术 检 测 哇 巴 因 与 血管 平滑 肌 细胞 的 结合 能 力 。 
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图 6 ARa 亚 单位 截断 性 片段 持 抗 哇 巴 因 对 VSMCs 内 Ca# 荧 光 强 度 的 影响 


Fig.6 Effect of ouabain and the truncated fragment of sodium pump a2 subunit on Ca” fluorescence 


intensity in VSMCs (Original magnification: x200). A: Blank control; B: Negative control; C: 10 nmol/L 
ouabain; D: 0.40 mg/mL of the truncated fragment; E: 10 nmol/L ouabain + 0.05 mg/mL truncated 


fragment; F: 10 nmol/L ouabain+0.10 mg/mL truncated fragment; G: 10 nmol/L ouabain+0.20 mg/mL 
truncated fragment; H: 10 nmol/L ouabain+0.40 mg/mL truncated fragment. 


饱和 实验 结果 显示 , BEA H- IE E A Y BE B RE , 
VSMCs 结 合 的 王 - 哇 巴 因数 量 增加 (图 2)。 竞 争 实 验 结 
果 显 示 , 在 汪 - 哇 巴 因 浓度 一 定 的 情况 下 , 随 着 未 标记 哇 
巴 因 浓 度 的 增加 ,VSMCs 结 合 的 斑 - 哇 巴 因数 量 大 致 随 
着 未 标记 哇 巴 因 浓 度 增加 而 减少 (图 3)。 但 是 由 于 实验 
条 件 的 限制 ,对 其 竞争 和 饱和 实验 尚 没有 做 到 定量 分 
析 , 仅 获得 了 一 个 定性 的 结果 ,但 是 ,本 实验 的 结果 已 经 
显示 哇 巴 因 与 VSMCs 结 合 的 细胞 学 基础 ,为 高 哇 巴 
高 血压 的 病理 生理 机 制 黄 定 基础 。 

Ca”* 是 一 种 广泛 通用 的 细胞 内 信号 ,参与 多 种 细 
胞 功能 的 调节 。 在 正常 的 生理 状态 下 ,生物 体内 的 
Ca”* 处 于 一 种 动态 平衡 状态 , 即 钉 稳 态 , 细 胞 内 Ca” 深 
度 为 10 nmol/L-1 pmol/L, 而 细胞 外 Ca”* 浓 度 高 达 1~ 
2 mmolL, 两 者 相差 上 千 倍 ,这 样 的 分 布 状 态 ,与 机 体内 
存在 参与 Ca”' 浓 度 调控 的 相关 结构 是 分 不 开 的 。 当 然 
血管 平滑 肌 也 不 例外 ,概括 起 来 可 分 为 三 类 : 介 导 Ca 
内 流 的 离子 通道 Ca* 外 排 的 离子 通道 以 及 钙 库 Ca^ E 
放 和 重 摄取 的 离子 通道 ,分别 介 导 细胞 外 Ca 的 内 流 、 
细胞 内 Ca 外 排 以 及 钙 库 内 Ca 的 释放 和 重 摄取 的 过 
程 。 近 年 来 有 研究 人 员 提 出 哇 巴 因 通 过 调控 主要 由 钠 
人 泵 和 IP3R 所 构成 的 微 结构 域 来 影响 细胞 内 Ca* 离 子 浓 
度 ,并 以 钙 波 和 钙 振 荡 的 形式 表现 出 来 "3。 

本 研究 采用 钙 离 子 菊 光 探 针 (Fluo3-AM) 来 检测 不 
同 浓度 的 哇 巴 因 在 短 时 间 内 作用 于 大 鼠 血管 平滑 肌 细 
胞 ,进一步 观察 细胞 内 Ca* 的 浓度 变化 。 人 研究 结果 发 现 , 
哇 巴 因 作用 于 血管 平滑 肌 细 胞 ,使 其 内 的 荧光 强度 明显 
增强 ,而 荧光 强度 强 弱 间接 显示 细胞 内 Ca 浓度 , 即 : 哇 


巴 因 作 用 于 VSMCs, 使 其 细胞 内 Ca 的 浓度 明显 升 
高 。 荧 光 定 量 分 析 结 果 还 显示 , 当 哇 巴 因 浓度 在 0~ 
3200 nmol/ 工 范围 内 , 随 着 哇 巴 因 浓 度 的 增加 ,细胞 内 的 
Ca 荧光 强度 大 致 呈现 出 增强 的 趋势 (图 4,5)。 实 验 
中 ,一 方面 可 能 由 于 痰 光 汉 灭 及 检测 仪器 的 误差 , 影 
了 其 半 定 量 分 析 的 精确 性 ,但 是 ,在 一 定 范围 内 , 哇 
巴 因 与 细胞 内 荧光 强度 呈现 增强 的 趋势 。 另 一 方 
面 , 从 一 个 侧面 反映 了 在 短 时 间 哇 巴 因 作用 下 细胞 
内 Ca”* 浓 度 是 不 稳定 的 , 它 很 可 能 处 于 一 种 动态 变化 
中 ,也 可 能 如 同 在 此 前 的 一 些 研 究 发 现 , 短 时间 的 哇 
巴 因 作用 使 得 细胞 出 现 低频 的 钙 振 荡 07. R 
还 显示 ,在 较 低 浓度 (6.25 nmol/L) 的 哇 巴 因 就 能 够 显 
著 地 引起 细胞 内 Ca** 浓 度 的 升 高 ,提示 低 浓 度 哇 巴 因 
即 可 使 细胞 内 和 钉 离 子 升 高 ,这 一 结果 ,为 哇 巴 因 高 血 
压 大 鼠 动 物 模型 的 建立 提供 了 细胞 学 基础 。 随 后 的 
研究 结果 也 证 实 钠 泵 截断 性 片段 可 以 改善 哇 巴 因 对 
细胞 内 钙 离 子 的 影响 (图 6) ,进一步 提示 哇 巴 因 与 钠 
泵 相 结 合 , 并 且 其 结合 能 力 可 以 被 调节 ,也 为 其 潜在 
应 用 价值 提供 了 细胞 学 基础 。 

综 上 所 述 , 该 研究 是 本 课题 组 前 期 研究 的 基础 
上 ,立足 于 哇 巴 因 对 血管 平滑 肌 细 胞 内 Ca* 的 影响 ， 
运用 细胞 放射 性 自 显影 技术 及 钙 离 子 奖 光 探 针 方 
法 ,进一步 证 实 了 哇 巴 因 与 细胞 间作 用 后 所 产生 的 
离子 效应 ,与 目前 的 人 研究 结果 基本 一 致 ,可 能 是 哇 巴 
因 导 致 血压 升 高 的 主要 原因 ,为 哇 巴 因 高 血压 的 病 
理 生理 学 研究 以 及 治疗 学 都 提供 了 科学 的 数据 , 开 
辟 了 新 的 思路 ,奠定 了 坚实 的 基础 。 
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